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DNeasy Blood & Tissue Kit（QIAGEN社製）を用いて抽出した。抽出方法は、1.5 mlマイ
クロチューブにサンプルを入れ、ホモジナイザーを用いてすり潰した。1.5 mlマイクロチュー
ブに ATL buffer 180 Plを加え、さらに Proteinase K溶液を 20 Pl加えた。ボルテックスミ
キサーを用いて 10秒撹拌し、数秒間スピンダウンした。その後インキュベーター（55℃）
で 1日培養した。培養後 AL buffer 200 Plを加え 10秒撹拌し、数秒間スピンダウン後イン
キュベータ（70℃）で 10分間培養した。培養後、99％エタノール 200 Plを加え、30秒間撹
拌し、数秒間スピンダウンした。QIAamp spin columnを 2 ml collection tubeに立て、マ
イクロチューブ内の全ての溶液を spin columnの外側に溶液が漏れないよう 2回に分け入れ
た。蓋を閉め、遠心機で 4℃ 8000 rpm 1分間の条件で遠心した。遠心後 collection tubeの
中の液を捨て、キムタオルの上で軽く叩き水滴をできる限り取った。spin columnの水滴を
取った collection tubeに立て、500 Plの AW1 bufferを加えた。蓋を閉め、8000 rpmで 1分
間の条件で遠心した。遠心後同様にキムタオルで水滴を取った後、500 Plの AW2 bufferを加
え、15000 rpmで 3分間の条件で遠心した。遠心後 collection tubeの中の溶液を捨て、何も
加えずに空の状態にして 15000 rpmで 1分間の条件で遠心した。遠心後 collection tubeは捨
て、spin columnを新しい 1.5 mlマイクロチューブに立て 20 Plの AE bufferを加え 1分間
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室温で放置し DNAを溶出した。8000 rpmで 1分間の条件で遠心して DNAを回収し、20℃
で保存した。
PCRプライマーの適用性の検討は、マルハナバチ属で開発された 120種類のプライマー
[7,8]を利用して条件の最適化を行った。PCRは、TaKaRa PCR Thermal Cycler Diceによ
るグラジエント PCRを行った。各プライマーの最適アニーリング温度は、PCR産物をアガ
ロース電気泳動により確認し、設定温度と照らし合わせることで決定した。各プライマーに
対して 0.2 mlのチューブを使用して 12サンプルを用意した。1サンプル当たりの反応液量は、
DNA溶液 0.31 Pl、プライマー各 0.15 Pl、10×r Taq Buffer 1.50 Pl、dNTP Mixture 1.20 Pl、
TaKaRa r Taq（タカラバイオ社製）0.08 Plおよび滅菌蒸留水 11.60 Plを混合し全体で 15 Pl
としたものを反応溶液とした。各試薬の反応温度条件は、94℃で 3分間の熱変性後、94℃で
30秒間、各プライマー当たり 12種類の温度（40, 41, 42, 44, 46.4, 48.8, 51.2, 53.6, 56, 58, 
59, 60℃）で 30秒間、72℃で 30秒間を 35サイクル繰り返し、72℃で 7分間の伸長反応を
行った。100 mlの 1×TBE溶液に対して 1.2 gのアガロース（Genetics）を加えた 1.2％アガ
ロースゲルを作成し、1 PlのMidori Green Direct（Genetics）と 5 Plのグラジエント PCR












41、42、44、46、48、51、53、56、58、59、60℃）で 15秒間、68℃で 30秒間を 35–45サ
イクル繰り返し、68℃で 5分間の伸長反応を行った。100 mlの 1×TBE溶液に対して 1.2 g
のアガロースを加えた 1.2％アガロースゲルを作成し、1 PlのMidori Green Directと 5 Plの















サー ABI 3130xl Genetic Analyzerにより遺伝子型判定を行った。
結果および考察
マルハナバチ属で開発されたマイクロサテライト DNAマーカーの各遺伝子座の解析結果を






今回多型が確認された 57種類のプライマーの中から 20種類のマルチプレックス PCR用
プライマーセットの組み合わせを試験したところ、そのうち 1種類の組み合わせが 5回の反
復試験で再現性を確認することができた（図 1a）。このマルチプレックス PCR用プライマー











アレル座 Primer sequence（5Ļ-3Ļ） サイズ範囲（bp） Tm（℃） 増幅 *
BTMS0057 F-TGCTTGAACCGAAATAGAGGG 96–126 60 ＋
R-CACCGGCATTTTACACACCA
BTMS0060 F-CGACCACCGGCGCTCCC 215–314 60 ＋
R-CCTTCGTCATCGGCACGCAC
BTMS0065 F-CATTAACGCGATCGTAGCCG 212–242 50 ＋
R-TAACGAACAGCCGGTGAGAT
BTMS0035 F-CGACGTCGAAGAAAATTGTG 232–272 60 ＋
R-GCGAGATTTCCAGACACGA
BTMS0036 F-TTCAACGCACTCTGTAGTCG 200–248 57 ＋
R-CACCGGACTTCGTAATCCAC
BTMS0044 F-AGGATCGAGAGAACGAGCTG 273–297 60 ＋
R-AGGCCTTGGGAGAGTTCG
BTMS0045 F-GAAATTCCCCACGAAATACG 236–287 60 ＋
R-GCGGATACAGTTTCGAGCAT
BTMS0047 F-TATAGGGTGACCCAGAGTGC 124–148 60 ＋
R-CCACAAACAGAGCACGAAAGT
BTMS0048 F-TTCGCGTTTCATTCTGCCAT 144–172 57 ＋
R-TGAAGCGTATTGAAGCGACG
BTMS0062 F-CTGTCGCATTATTCGCGGTT 259–299 60 ＋
R-CTGGGCGTGATTCGATGAAC
BTMS0063 F-GTATCATGCTTTGCCGCACT 121–134 60 ＋
R-GGTAGACAATGGAACACGGG
BTMS0066 F-CATGATGACACCACCCAACG 120–174 60 ＋
R-TTAACGCCCAATGCCTTTCC
BTMS0082 F-TCGCGATCTTGGTGATAATGA 381–402 60 ＋
R-TCAGACAGAAACTGTGGAAAAC
BTMS0083 F-CGACTCGTTCGAGCGAAATTA 288–324 60 －
R-GTTTTTGCCAGGCTCCGAAT
BTMS0114 F-CCATCCGTGATCTTATCGTCG 137–179 50 －
R-GAAACGTTACGCGTTATTCGG
BTMS0119 F-GTGCGAGCTTCTCGAGGATA 334–372 60 －
R-GCGCATGCATAAGTCTCGTT
BTMS0056 F-GCGTCGACATCGCTAATCTG 271–297 60 －
R-TCCGGCCGTAATTGGTAGAG
BTMS0113 F-GGGGATGAACGTCGGTTAGA 336–375 57 ＋
R-ATCGTCGAGTTGGGTGGAAA
BTMS0064 F-AAGCAGCGAAACAGAAGCTC 253–293 57 ＋
R-CGGCATCGCCTTCTTCTTTT
BTMS0043 F-GCCCAAAGATCGTGTCGTAT 138–175 50 ＋
R-CTCGCGTTTTCTCCTAGTGG




アレル座 Primer sequence（5Ļ-3Ļ） サイズ範囲（bp） Tm（℃） 増幅 *
BTMS0124 F-CGCCGTAATGTTAACTCC 242–324 54 ＋
R-ACTCAATCCAAACGCCACC
BTMS0059 F-GGCTAGGAAAGATTAGCACTACC 341–361 60 ＋
R-AGTTCGACAGACCAAGCTGT
BTMS0125 F-TTCGGTGGTAAAAGGAAAGCG 101–135 54 ＋
R-CAGAAGGAGCGTTAGGACACAAAC
BTMS0061 F-CCGAGGATCTCTAGTAGCCG 209–264 60 ＋
R-AGCGCATGCTATTACGATCT
BTMS0071 F-CGCGTAAATTATTCCCCTCCC 213–240 57 ＋
R-CCATCTCGCGCAGAATGTTT
BTMS0109 F-AGCTACCACCGAATCGAGAC 134–178 55 ＋
R-TCGTATTTCTCCACCGAACGA
BTMS0126 F-GGTGATCGCTTAAAGCTC 164–190 50 ＋
R-GCCAACTACGTTCAATATCG
BTMS0132 F-TCTGTCCTCGTTAGACGCATACG 103–135 57 ＋
R-GGAGCAACAAACCCTGAAAGC
BTMS0136 F-GCATTCGGGTATTGCGTTCTTTAG 155–185 51 ＋
R-CGTTTATCTGCTTCTCTCGTTCG
BTMS0141 F-CCACATCCTCCAACCTCCTTTC 91–173 54 ＋
R-GCGAGAGAATGAATGGTAGAACCG
BTMS0152 F-ACTTTTATTGTCGGTTCTTG 166–200 52 －
R-GGGATATAGTGAACCAGAAA
BTMS0139 F-CGCTCGCTCAGAAAACTTTCC 124–156 55 ＋
R-CGACGAGAAAAAATCGGTCTCAAG
BTMS0069 F-GATGCGAGATAAAGCGTCGG 198–254 55 ＋
R-GACAAAGCAGCCATCTCCAC
BTMS0133 F-CCACTCATACGCATTTGTGAAG 114–146 51 ＋
R-GGACTGAAATTGCCACTATAAGC
BTMS0127 F-TGACTCTCGACGATTACG 207–237 51 ＋
R-ACGCTTAAACTCGCATCG
BTMS0148 F-CTCTTTTGTTTCTCGTGTCT 213–267 52 ＋
R-TGCATAAAATGTTACAGTGC
BTMS0128 F-GATTTCCGATTCAGCCCTGC 179–208 55 ＋
R-TTATGCGACGATTCCCCTGG
BTMS0153 F-ATTTCTGATGACCGACTAAA 241–273 52 ＋
R-TATTCCTGATCAGCGTTAAG
BTMS0150 F-CATTTCCCATTTCTTAATCT 223–249 51 ＋
R-CTGCAATTGACGTATTGTAA
BT11 F-AAGAGAGAGACAGAGAGAGATAGGG 128–140 52 ＋
R-GCGTTTTGACGATTAGATTAGAGCC




アレル座 Primer sequence（5Ļ-3Ļ） サイズ範囲（bp） Tm（℃） 増幅 *
BL01 F-GCGTCGAGAAACTATCTAGGAGAG 111–117 52 ＋
R-CGAAGATTCCCAAAACTGCG
BL08 F-ATGTTGCAGCACCTTCGTGG 142–148 53 ＋
R-AATTAAAGGCGTGCGCTCGC
BM5 F-TGCACCAGCAGTGCACGTTA 268–274  60* ＋
R-ACAGCTGTTGGTATCGAGCAAAGG
BM7 F-TGGGAATGTGCAATGGAGGACTGT 159–165  60* ＋
R-ACGCTCGCGAGACTTCGACA
BM12 F-CGAGGCGTTTCAGCCTGGGG 233–239  60* ＋
R-TTGCGAAACTCCGGCACCGA
BA3 F-AGGCAACGTCGGAAGGGGGT 221–225 48 ＋
R-GTACACGCAGCCTGCAGACGA
BA9 F-AGCAGCGCGAGAAGGGGAGA 110–126 48 －
R-GCCACCCTCCTGTAAGCCGGA
BA12 F-ACGCGCTCTTTATTTCCGCGA 158–168 60 ＋
R-AACGACCACTACCAGCGGGC
B10 GTGTAACTTTCTCTCGACAG 188–217 52 ＋
GGGAGATGGATATAGATGAG
B11 GCAACGAAACTCGAAATCG 143–168 52 ＋
GTTCATCCAAGTTTCATCCG
B126 GCTTGCTGGTGAATTGTGC 150–184 57 ＋
CGATTCTCTCGTGTACTCC
B131 GATCGCCTATCTCTTCTCGG 117–131 54 ＋
GAGGCGCTGTCGAGCTC
B100 CGTCCTCGTATCGGGCTAAC 146–178 58 ＋
CGTGGAAACGTCGTGACG
B96 GGGAGAGAAAGACCAAG 230–248 52 ＋
GATCGTAATGACTCGATATG
B119 GATCGTGCTAGAAAAGGAAG 158–182 52 ＋
CCACAGTGCAAAGTTTCTG
B121 GAACATGTGGAACGACGG 160–170 52 ＋
GAACAATCGATATGTCACCG
B132 GAAATTCGTGCGGAGGG 151–183 58 ＋
CAGAGAACTACCTAGTGCTACGC
B116 GAATCAGGAGGCGCACG 172–176 58 ＋
CGCAGCCTAAGCCACG
B118 CCTAAGTCGCTATATCTTCG 201–223 58 ＋
GAAACACGTATCTACATCTACAG
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A microsatellite DNA toolkit for genotyping of bumblebee 




The Bumblebee is a eusocial Hymenoptera with an annual life cycle and is often utilized 
as an agricultural pollinator. We developed an polymorphic microsatellite DNA toolkit for 
the Japanese bumblebee Bombus hypocrita sapporoensis using multiplex PCR. At 57 of these 
120 loci, high allelic variation was observed in 20 individual males. In addition to a method 
of spermathecae PCR, we developed 8 polymorphic microsatellite DNA toolkit for the B. h. 
sapporoensis. These results suggest that high-throughput genotyping method can be used 
to gain more information regarding breeding systems and for more deeply understanding 
social evolution in the B. h. sapporoensis.
Keywords: Bombus hypocrita, multiplex PCR, spermathecae PCR, microsatellite DNA, 
bumblebee
